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NOUVELLES S^IQUENCES PHOSPHORYL^ES DE LA PHOSPHATASE 
CDC25B, ANTICORPS DmiGtS CONTRE CES S^IQUENCES AINSI QUE 
LEUR timiS AHON 

La pr6seate invCTtion a pour objet de nouvelles sequences phosphoryl6es de la 
phosphatase CDC25B ainsi que des anticorps polyclonaux ou monoclonaux dirigds 
contre ces sequences. La presente invention a 6galement pour objet Tutilisation de ces 
nouvelles sequences phosphoryl6es notanunent pour la mise en oeuvre d'une m6thode 
de diagnostic in vitro de cancers chez rhomme ou 1' animal. 

Les mteanismes qui contr61ent la division des cellules mettent en jeu de 
nombreux acteurs dont les activites sont r6gul6es par des reactions de phosphorylation 
et de d6phosphorylation, impliquant des kinases et des phosphatases. Des deregulations 
de ces m6caDismes ont 6t6 identifi6es dans de nombreux cancers. Leur identification et 
leur caract6risation ouvrent aujourd'hui de nouvelles perspectives pour le diagnostic et 
le traitement de la maladie cailc6reuse. 

CDC2SB est une phosphatase rSgulatrice du cycle cellulaire essentielle pour le 
contrdle de rentr6e en mitose. EUe appartient k une famille qui compte trois membres 
cod6s par des g^es diffSrents (CDC2SA, B et C) chez les maxmnif^es. La protdine 
CDC25B est exprim6e et active en fin de phase G2 du cycle cellulaire (Baldin et al., 
1997 ; Gabrielli et al., 1996). Sa localisation intracellulaire est r6gul6e par des 
. sequences NES et NLS (Davezac et al., 2000) et par son interaction avec les prot6ines 
14-3-3 (Mils et al., 2000 ; Forrest et al., 2001). II a ete sugg6r6 que CDC25B puisse agir 
comme un "starter" des ev^nements mitotiques precoces (Nllsson et al., 2000), Elle 
pourrait jouer mi rdle dans Tactivation initiale d'une population de CDC2/cycline B au 
niveau du centrosome avant sa translocation nucleaire (Kxmiagai et al., 1992 ; 
Hoffinann et al., 1993). CDC25B active les complexes CDK/cycliae pour pennettre les 
remaniements architecturaux et biochimiques qui sont n6cessaires pour permettre le 
processus de division cellulaire. Son activit6 est r6gul6e par les variations de son 
expression, par son association k des partenaires r6gulateurs et par des 6v&nements de 
phosphorylation. 

La prot6ine kinase Aurora A, 6galemmt connue sous le nom de STK15, est 
surexprim6e dans de nombreuses tumeurs du sein. Cette expression est corr616e avec un 
haut grade tumoral OBischoff et al., 1998 ; Zhou et al., 1998). Cette kinase est cod6e par 
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le gbao STK15 localise que le locus 20ql3, un amplicon present dans de nombreuses 
tumeurs, Cette proteine est localis6e au niveau du centrosome QDutertre et al., 2002).. Sa 
fonction SCTible importante pour la separation des centrosomes (Giet et al., 2000), leur 
duplication (Zhou et al,, 1998) et Tassemblage d'un fuseau mitotique bipolaire (Giet et 
al., 2000). L'inhibition de sa fonction par la technologie de I'AKN interf<§rence conduit k 
la formation de fuseaux monopolaires et sa surexpression est responsable d'une 
amplification centrosomale et d'une polyploidisation (Meraldi et al., 2002 ; Bischoff et 
al., 1998 ; Zhou et al., 1998). 

A ce jour, Tidentification des substrats de la kinase Aurora A est encore trhs 
parcellaire. La phosphatase CDC25B est le premier substrat identifie qui est 6galement 
co-localise au niveau des centrosomes et joue un r61e clair dans le controle du cycle 
cellulaire et de la proliferation. 

La pr6sente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du site de 
phosphorylation in vitro de la phosphatase CDC25B par la kinase Aurora A, et de 
ridentification de la sequence phosphoryl6e du variant d'6pissage CDC25B3 de 
CDC25B sur le r6sidu s6rine en position 353. 

L*un des buts de la pr6sente invention consiste k foumir de nouvelles s6quences 
phosphorylees des di£f6rents variants de la phosphatase CDC25B. 

Un autre but de Tinvention consiste k foumir un nouvel anticorps dirige contre 
une phosphatase CDC25B phosphoryl6e, ledit anticorps pouvant Stre utilis6 dans le 
cadre d'un diagnostic medical, ou pour la pr^aration de cribles pour ridentification de 
molecules liant ladite s6quence phosphorylee et susceptibles de repr6senter de nouveaux 
agents utilisables en pharmacologie anti-tumorale. 

Un autre but de Tinvention consiste k foumir un nouvel outil pour T etude des 
m6canismes moleculaires qui conduisent k la polyploidisation et a la transfoimation 
cellulaire, ainsi qu'un nouvel outil permettant la mise en evidence de Tactivite de la 
kinase Aurora A sur im de ses substrats physiologiques, et par consequent 
ridentification d*evejituelles perturbations quantitatives, temporelles et spatiales de 
cette activite. 

La presente invention conceme une sequence peptidique caracterisee en ce qu'elle 
comprend ou est constituee par un firaginent d'au moins environ 10 acides amines issus 
de la sequence SEQ ID NO : 1 suivante : 

TPVQNKRRRSpVTPPEEQQE SEQ ID NO : 1 
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dians laquelle le r6sidu serine en position 10 est phosphoryl6, notanmient par 
traitement in vitro de la sequence SEQ ID NO : 1 par la kinase Aurora A, 

ledit fragment susmentionn6 contenant ledit r6sidu s6rine phosphoryl6. 

L'expression "r6sidu phosplioryl6" d6signe un acide anain6 porteur d'un 
groupement phosphate. 

La pr6sente invention conceme 6galement une sequence peptidique telle que 
definie ci-dessus, caract6risee en ce qu'elle comprend ou est constitude par la sequence 
SEQ ID NO : 2 suivante : 

QNKRRRSpVTPPEEQ SEQ ID NO : 2 

dans laquelle le r6sidu serine en position 7 est phosphoryl6. 

La sequence SEQ ID NO: 2 correspond k un fragment de la sequeace 
SEQ ID'NO : 1 susmentionnee. Plus exactement, eUe correspond au fragment de 
SEQ ID NO : 1 d61inodt6 de Tacide amine en position 4 k Tacide amin6 en position 17. 

La pr6sente invention conceme 6galement une sequence peptidique telle que 
d6fime ci-dessus, caract^iisSe en ce qu'elle comprend ou est constitu6e par Tune des 
sequences suivantes : 

- la s6quence SEQ ID NO : 3, repr6sentant le variant d'6pissage CDC25B1 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu s6rine ea position 
339 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 4, repr6sentant un variant d'6pissage CDC25B2 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu s6rine en position 
3 12 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 5, repr6sentant un variant d'epissage CDC25B3 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase C3DC25B, dont le r6sidu s6rine en position 
353 est phosphoryl6, 

- la s6quence SEQ ID NO : 6, repr6sentant un variant d'6pissage CDC25B4 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r&idu serine en position 
374 est phosphoryl6, 

- la s6quence SEQ ID NO : 7, repr6sentant un variant d'6pissage CDC25B5 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu serine en position 
361 estphosphoryl6. 

La pr6sente invention conceme 6galement un anticorps polyclonal ou monoclonal 
susceptible de recomaJtre ime sequence pqptidique telle que definie pr6c6denmient 
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Un anticoips polyclonal avantageux de I'invention est caract6ris6 en ce qu'U est 
susceptible de reconnaltre la s6quence SEQ ID NO : 2 telle que d6finie ci-dessus. 

Un tel anticoips dirig6 contte I'^pitope phosphoryl6 de sequence SEQ ID NO : 2 
est g6n6r6 en immumsant des lapins avec ledit Epitope. 
5 Plus pr6cis&nent, ledit Epitope est coiq>16 de fa9on covalente avec une prot6ine 

porteuse telle que mmocyanine, le BSA ou I'ovalbmnine. Les lapins sont alors 
inimunis6s pendant 3 mois (4 injections au total) et la saign6e finale permet la 
r6cup6ration d'enviion 50 ml de s6rum. Le s6rum est ensuite doublement purifi6 par 
a£Bnit6 sur une colonne de peptide phosphoryl6 puis sur une colonne de peptide non 
10 phosphoryl6. 

La pr&ente invention conceme 6galement un proc6d6 de preparation d'un 
anticorps monoclonal tel que defini ci-dessus. dirig6 contre la sequence peptidique 
SEQ ID NO : 2 telle que d6finie ci-dessus. caract6ris6 en ce qu'il conq>rend les 6tapes 
suivantes : 

15 - rimmunisation d'un animal par injection de la s6quence peptidique 

SEQ ID NO : 2 telle que d^finie ci-dessus, 

- la fixsion entre des my61omes d'un animal et des spl6nocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes. 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

20 - la r6cup6ration et purification par clonage d'un hybridome, choisi parmi ceux 

obtenus k I'^tape precedents et s6cr6tant un anticoips dirig6 contre la s6quence 
peptidique SEQ ID NO : 2 telle que d6finie ci-dessus. 

L'animal utilisepour I'fiape d'immunisation est notamment une souris. 
Les my6bmes utilis6spour la fusion proviennent notamiient une souris. 
25 Les spl6nocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la m6me 

espfece que ceUe dont provient les my61omes, ksavoir notamment une souris. 

On choisit les hybridomes qui s6cr^t les anticorps contre la sequence 
peptidique SEQ ID NO: 2 sur la base de la production d'anticoips capables de 
reconnaitre dans un test ELISA le peptide phosphoryie utiUs6 pour I'immunisation mais 
30 pas le peptide non phosphoryl6. 

La pr6sente invention conceme 6galement une composition phaimaceutique 
caract6ris6e en ce qu'elle contient k titre de substance active une s6quence peptidique 
telle que d6finie pr^cedemment, un anticoips tel que d6fini ci-dessus. ou un anticoips 
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anti-idiotypique tel que d6fini ci-dessus. en association avec un vecteur 
phannaceutiquement acceptable. 

Une composition phannaceutique avantageuse selon I'invention est caract6risee 
en ce qu'eUe contient 4 titre de substance active la s6quence peptidique representee par 
la sequence SEQ ID NO : 2. 

La pr&ente invention conceme 6galement FutiUsation d'une s6quence peptidique 
telle que d6finie ci-dessus. d'un anticorps tel que defini ci-dessus, ou d'un anticorps 
anti-idiotypique tel que d6fini ci-dessus. pour la preparation de m^dicameuts destines au 
traitement de cancers, tels que les cancers du sein. 

La presents invention conceme egalement I'utilisation d'un anticorps tel que 
defini ci-dessus, pour la mise en cuvre d'une methode de diagnostic in vitro de cancers 
Chez I'homme ou I'animal, notamment de cancers du sein. 

Selon un mode de realisation avantageux, la pr6sente invention conceme 
I'utJisation d'un anticorps polyclonal tel que defini ci-dessus, dirige contre I'epitope 
phosphoiyie de sequence SEQ ID NO: 2. pour la mise en («uvre d'une methode de 
diagnostic in vitro de cancers chez I'homme ou I'animal. notamment de cancers du sein 

La presente invention conceme egalement une methode de diagnostic in vitro de 
cancers, notamment de cancers du sein. chez I'homme ou I'animal. caracterisee en ce 
qu'elle comprend ; 

- la mise « prdsenoe d'm anticotps tel que diflm ci-dessus, avec un fchaotmon 
taologiqu. praev* chez un individu, ledit antico^ 4tat le cas 6oh6ant fc^ sur un 

support solide, 

- la detection d'une sequence peptidique teUe que definie ci-dessus. susceptible 
d'etre presente dans I'echantillon biologique k I'aide de reafctife marques, notamment 
d'anticorps marques, recormaissant soit I'anticorps lie i ladite sequence peptidique soit 
la sequence peptidique Uee audit anticorps dans les complexes formes lors de I'etape 
precedente entre I'anticorps et la sequence peptidique susceptible d'etre presente dans 
I'echantillon biologique. et ce. le cas echeant. apr^s rin^age approprie du support soUde 

La presente invention conceme egalement une methode de pronostic in vitro de 
cancers, notamment de cancers du sein. chez I'homme ou I'animal. caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

- la mise en presence d'mx anticorps tel que defini ci-dessus, avec un echantiUon 
tumoral preieve chez un individu, ledit anticorps etant le cas echeant fixe sur un support 
solide. 
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- la datection d'une s6quence peptidique teUe que d^finie ci-dessus. susceptible 
d'etre pr6sente dans I'tehantillon biologique k I'aide de r^ctife marqu6s, notanuneat 
d'anticorps marqu6s. leconnaissant soit I'anticoips U6 k ladite s6quence peptidique soit 
la s6quence peptidique U6e audit anticorps dans les complexes form6s lors de I'etape 
pr6c6dente enire .ranticoips et la sequence peptidique susceptible d'etre pr6seute dans 
l'6chantillon biologique. et ce. le cas 6ch6ant, ^r^s rinfage appropri6 du support soUde 

La presente invention conceme 6galement I'utilisation des anticorps 
susmentionn6s de I'invention dirig6s centre une s6quence phosphoryl6e de CDC25B 
dans le cadre de la mise en c^uvre d'un test de diagnostic visant i d6tecter sur des 
pr^l^ements tunxoraux la presence ou non de cette sequence phosphoryl6e. ceci dans 
un but diagnostique ou pronostique. 

La pr6sente invention conceme 6galement un proc6d6 de criblage d'une molecule 
capable de se lier ^ une sequence peptidique telle que d6finie ci^essus. ladite molecule 
6tant susceptible d'etre utilis6e conune agent anti-tumoral ou agent anti-prolif^ratif tant 
sur les cellules en culture que chez un.organisme vivant ou encore centre des agents 
mfectieux (parasites. chanq,ignons pathogfenes). caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- la mise en presence de ladite mol6cule avec la sequence peptidique 
susmentionnSe, et 

- la detection de la Uaison de ladite molecule par I'utiUsation de m6thodes de 
conq,6tition ^propri6es. notamm«rt par la comp6tition vis-i-vis de la Uaison d'un 
anticorps tel que d6fini ci-dessus. 

La Uaison entre ladite mol6cule avec la sequence peptidique phosphoryl6e pent 
etre d6tect6e selon le proc6d6 suivant : la sequence phosphoryl^e (substrat phosphoryl6) 
est h6e 4 un support solide; I'incubation avec I'anticoxps toentionn6 en solution 
permet ensmte sa fixation qui est r6v616e par I'utiUsation d'un anticorps secondaire 
porteur d'un chromophore ou par le maxquage direct de I'anticorps primaire (anticorps 
de I'mvention dirige centre la sequence phosphoryl6e). L'incubation simultan6e avec un 
composd capable de Uer ladite s6q«[ence phosphoryl6e entralne sa fixation et le 
masquage du site reconnu par I'anticorps. La visuaUsation de cette interaction pourra 
done etre r6aUs6e et quantifite par la baisse de Uaison de I'anticorps. 
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DESCRIPTION DES FIGURES 

La Figure 1 repr^ente im spectre de masse du peptide monophosphoryl6 353- 
S(p,VlPPEEQQEAEEPK-367. L'axe des abscisses correspond aa rapport xn/z et Paxe 
des ordomi6es correspond au pourcentage d'abondance relative. 

Les Figures 2A, 2B et 2d repr6sentent les rdsultats d'analyses western blot avec 
ranticorps monoclonal SE96 (Figure 2A). avec I'anticorps anti-aMBP (New England 
Biolabs)(Figure 2B) et avec I'anticorps anti-oAurora A (voir demande de brevet 
fran^ais 02/072 12)(Figure 2C). Dans ces Figures, la premise colomie correspond a la 
proteine kinase Aurora A; U seconds colonne une protdine recombinante MBP- 
CDC25B ; la troisidme colonne correspond k la proteine kinase Aurora A et 4 la 
prot6ine recombinante MBP-CDC25B et la quatrifeme colomie correspond k MBP seule. 

Les Figures 3a k 3h repi^sentent des images d'immunofluorescence indirecte 
T6alis6es sur des celMes HeLa avec I'anticoips SE96. 

Dans les Figures 3a. 3c. 3e et 3g. les cellules HeLa ont dt6 fix6es et utiUs^es pour 
efifectuer une analyse par immunofluorescence avec les anticoips SE96 et elles ont 
6galement 6t6 colors avec du DAPL 

Dans les Figures 3b, 3d, 3f et 3h. les cellules HeLa ont 6t6 fixees et utiUs6es pour 
effectuer une analyse par immunofluorescence avec les anticoips SE96. 

Les cellules HeLa des Figures 3c et 3d ont 6t6 mises en competition avec le 
peptide phosphoryle ayant servi k I'immunisation (SEQ ID NO : 2) ; les cellules HeLa 
des Figures 3e et 3f ont 6t6 mises en competition avec le 'peptide non phosphoryl6 
(QNKRRRSVTPPEEQ) ; et les ceUules HeLa des Figures 3g et 3h ont 6t6 mises en 
competition avec un peptide phosphoryl6 sans rapport avec la serine 353 
(MEVEELS(p)PLALGR). 

Ces Figures d&nontrent que le marquage observ6 avec I'anticoips SE96 est bien 
61imin6 par le peptide immunogene sous sa forme phosphorylee. mais pas par le m&ne 
peptide non phosphoryle. Par ailleurs. un peptide phosphoryl6 irrelevant n'a aucun effet 
conq>6titeur. d6montrant la sp6cificit6 vis-i-vis de la sequence phosphoryle et non de la 
presence du groupement phosphate uniquement. 
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METHOD£S ET RESULTATS 



La kinase Aurora A recombinante phosphoryle CDC25B3 sur la serine 353 
La prot6me recombinante CDC25B3 est phosphoryl6e in vitro par la kinase 
recombinante Aurora A. Le produit de la rdaction de phosphorylation a 6t6 analyse par 
spectrom6trie de masse apr^s excision du gel d'61ectfophoi^se et digestion tryptique. Le 
spectre MS/MS du peptide monopho^horyl6, 353-SVTPPEEQQEAEEPK-367 est 
pr6sent6 en Figure 1. Son analyse indique que c'est la serine 353 qui est phosphoryl6e 
par la kinase. 

De mgme, il a 6t6 montr6 que la kinase Aurora A recombinante phosphoryle 
CDC25B1 sur la s6rine 339, CDC25B2 sur la s&ine 312, CDC25B4 sur la s&ine 374 et 
CDC25B5 sur la s6rine 361. 

Production d'anticorps centre la prot6iae CDC25B phosphoryl6e par la 
kinase Aurora A 

Le peptide de s6qtteace QNKRKRS(p)VTPPEEQ (SEQBDNO : 2) a 6t6 tttiUs6 
pour l-immunisation de lapins. Aprte sacrifice des animaux, le s6rum a 6t6 purifi6 par 
chromatographic en deux 6tq)es : la premie sur une colomie de peptide phosphoryl6 
pour retenir les anticoips sp^cifiques. puis la deuxi&ne sur une colonne du meme 
peptide non phosphoryle de s6quence QNKRRRSVTPPEEQ, de mani^re k purifier dans 
Muat les anticorps sp^cifiques de la forme phosphoryl6e. La reconnaissance du peptide 
phosphoryle par les anticorps a 6t6 vaUd6e dans un test ELISA Dans la suite du 
document, ces anticorps seront d6siga6s sous le nom de SE96. 

L*anticorps SE96 reconnalt CDC25B phosphoryU par Aurora A 

Des protdines recombinantes CDC25B-MBP (Maltose Binding protein) on MBP 
seule ont 6t6 incubdes en pr6sence ou non de kinase Aurora A. Les tehantiUons ont 
etisuite €t6 analyses par transfert de prot^ines (western blot) avec I'anticorps SE96 et 
des anticorps permettant la reconnaissance de la MBP et d'Aurora A. Comme le montre 
la Figure 2, la prot6ine CDC25B phosphorylte par Aurora A est recomiue par SE96, ce 
qui valide I'utilisation de cet anticorps dans un test Western blot 
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La prot6ine CDC25B phosphoryl6e sur la serine 353 est localise au niveau 
du centrosome 

Des ceUules HeLa ont 6t6 fix6es et utiUs6es pour effectaer une analyse par 
ixnmunofluorescence avec les anticoips SE96. Les cellules ont 6galement 6t6 color6es 
avec le 4'-6 dianuno-2-plienylindole (DAPI) pour localiser le noyau. Les images 
pr6sent6es k la Figure 3 sont representatives d'observations sur un grand nombre de 
cellules. EUes indiquent que la ptot^ine CDC25B phosphoryl6e sur la serine 353 est 
locaHste au niveau des centrosomes des cellules en mitose. Ce marquage est aboli 
lorsqu-une competition est r6alis6e avec le peptide phosphoryl6 ayant servi k 
l-immunisation (SEQIDNO:2). mais pas avec le peptide non phosphoryl6 
(QMCRRRSVTPPEEQ) ni avec un peptide phosphoryl6 sans rapport avec la serine 353 
(MEVEELS(p)PLALGR). Ces observations vaUdent I'utilisatian de ce r6actif en 
inununofluorescence. 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence peptidique caract6tis6e ea ce qu'elle comprend ou est constitute 
par im fragment d'au moins environ 10 acides amin6s issus de la sequence 
SEQ ID NO : 1 suivante : 

TPVQNKRRRSpVTPPEEQQE SEQ ffi NO : 1 

dans laquelle le r&idu s6rine en position 1 0 est phosphoryle, 
ledit fragment susmentionn6 contenant ledit r6sidu serine phosphoryl6. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend ou est constitu6e par la s6quaace SEQ ID NO : 2 suivante : 

QNKRRRSpVTPPEEQ SEQ ID NO : 2 

dans laquelle le r6sidu s6rine en position 7 est phosphoryl6. 

3. S6quence peptidique selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu' elle 
comprend ou est constituee par Tune des sequences suivantes : 

- la sequence SEQ ID NO : 3, repr&entant le variant d'epissage CDC25B1 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu s6rine en position 
339 est phosphoryU, ou 

- la sequence SEQ ID NO : 4, repr6sentant un variant d'dpissage C3DC25B2 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu serine en position 
312 est phosphoryl6, ou 

- la sequence SEQ ID NO : 5, repr6sentant un variant d'epissage CDC25B3 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B. dont le r&idu s&ine en.position 
353 est phosphorylS, ou 

- la s6quence SEQ ID NO : 6, repr6sentant un variant d'epissage CDC25B4 de la 
prot6me d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu s&ine en position 
374 est phosphoryl6, ou 

- la sequence SEQ ID NO : 7, repr6sentant un variant d'6pissage CDC25B5 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B. dont le r6sidu s&ine en position 
361 est phosphoryie. 
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4. Anticorps polyclonal ou monoclonal susceptible de reconnaitre une 
sequence peptidique selon rune quelconque des revendicadons 1 §t 3. 

5. Anticoips polyclonal susceptible de reconnaitre la sequence SEQ ID NO : 2 
telle que ddfiliie dans la revendication 2. 

6. Proc6d6 de preparation d'uri anticorps monoclonal selon la revendication 4, 
dirig6 contre la sequence peptidique SEQ ID NO: 2 telle que d6fmie dans la 
revendication 2, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- rimmunisation d'un animal par injection de la sequence peptidique selon la 
revendication 2, 

- la fusion entre des my61omes d*un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtraus, et 

- la r6cup6ration et purification par clonage d'un bybridome, choisi parmi ceux 
obtenus d, Titape pr6c6dente et secr6tant un anticoips dirig6 contre la s6quence 
peptidique selon la revendication 2. 

7. Composition pharmaceutique caxacterisee en ce qu'elle contient k titre de 
substance active une sequence peptidique selon Tune quelconque des revendications 1 a 
3, un anticorps selon la revendication 4 ou 5, en association avec un vecteur 
phannaceutiquement acceptable. 

8. Utilisation d'lme sequence pqptidique selon ^ Time quelconque des 
revendications 1^3, d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la pr6paration de 
medicaments destines au traitement de cancers, tels que les cancers du sein. 

9. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la mise aa 
ceuvre d'une m6thode de diagnostic ou pronostic in vitro de cancers chez I'homme ou 
ranimal, notamment de cancers du sein. 
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10 



15 



20 



10, M6thode de diagnostic ou pronostic in vitro de cancers, notamment de 
cancers du sein, chez rhomme ou ranimal, caract6iis6e en ce qu'eUe comprend : 

- la raise en presence d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, avec un 
6chantillon biologique pr61ev6 chez un individu, ledit anticorps 6tant le cas 6ch6ant fix6 
sac un support solide, et 

- la d6tection d'une sequence peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 1 i 3. susceptible d'Sbre pr6sente dans l*6chantillon biologique I'aide 
de r6actifs marqu6s, notamment d'auticorps marques, reconnaissant soit I'auticotps 116 a 
ladite sequence peptidique, soit la sequence peptidique U6e audit anticorps dans les 
complexes formes lors de l'6tape pr6c6dente entre I'anticorps et la sequence peptidique 
susceptible d'etre pr6sente dans l'6chantiUon biologique, et ce, le cas 6cheant, aprfes 
rin9age appropri6 du support solide. 

11. Proc6d6 de criblage d'une mol6cule capable de se Uer k une sequence 
peptidique selon I'une quelconque des revendications 1 k 3, ladite mol6cule 6tant 
susceptible d'dtre utiUsfe comme agent anti-tumoral ou agent anti-proUf6ratif, 
caract^s6 en ce qu'il con^rend : 

- la raise en pr&ence de ladite mol6cule avec la s6quence peptidique 
susmentionn6e, et 

-. la d6tection de la Uaison de ladite mol6cule par I'utiUsation de methodes de 
comp6tition approprides, notamment par la competition vis-i-vis de la liaison d'un 
anticorps selon la revendication 4 ou 5. 
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<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<220> 
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<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 2 

Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin 
15 10 



<210> 3 

<211> 566 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (339) . . (339) 

<223> PHOSPHORYLATION 
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<400> 3 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser' Pro 
15 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Arg Ser Arg Leii Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala 
65 70 75 80 

Ser Glu Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly 
85 90 95 

Leu Cys Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin 
100 105 110 

Thr Phe Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie lie Arg Asn Glu 
115 120 125 

Gin Phe Ala lie Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly 
130 135 140 

His Ser Pro Val Leu Arg Asn lie Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly 
145 150 155 160 

Arg Arg Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu 

165 .170 175 

Asp Lys Glu Asn Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro Thr 
180 185 190 

His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg Glu 
195 200 205 

Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu Ser 
210 215 220 

{ 

Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu Gly 

225 230 235 240 

Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp Gly 
245 250 255 

Phe Val Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp Ala Val Pro 
260 265 270 

Pro Gly Met Glu Ser Leu lie Ser Ala Pro Leu Val Lys Thr Leu Glu 
275 280 285 

Lys Glu Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys- Gin Arg Leu 
290 295 300 



Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val lie Arg Pro lie Leu Lys 
305 310 315 320 
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Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg 
325 330 335 

Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala Glu Glu Pro 
340 345 350 

Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp Glu lie Glu 
355 360 365 

Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu lie Gly Asp Tyr Ser Lys 
370 375 380 

Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp Leu Lys Tyr 
385 390 395 400 

lie Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys Phe Ser Asn 
.405 410 415 

lie Val Asp Lys Phe Val lie Val Asp Cys Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr 
420 425 430 

Glu Gly Gly His lie Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu Glu Arg Asp 
435 440 445 

Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro lie Ala Pro Cys Ser Leu Asp 

450 455 • 460 

Lys Arg Val lie Leu lie Phe His Cys Glu Phe Ser Ser Glu Arg Gly 
465 470 475 480 

Pro Arg Met Cys Arg Phe lie Arg Glu Arg Asp Arg Ala Val Asn Asp 
485 490 495 

Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr lie Leu Lys Gly Gly Tyr 
500 505 510 

Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro Gin Asp Tyr 
515 520 525 

Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu Leu Lys Thr Phe. Arg 
530 535 540 

Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg GIU Leu Cys 
545 550 555 560 



Ser TVrg Leu Gin Asp Gin 
565 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (312) . . (312) 

<22 3> PHOS PHORYLAT ION 



4 

539 
PRT 

Homo sapiens 
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<400> 4 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 .30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arg 
65 70 75 80 

Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 
85 90 95 

Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 110 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe 
115 120 125 

Glu Gin Ala He Gin Ala Ala Ser Arg He He Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala He Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Asp Gly Phe Val Phe Lys Met 
145 150 155 160 

Pro Trp Lys Pro Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp 
165 170 175 

Ala Ser Arg Arg Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp 
180 185 190 

Leu Met Cys Leu Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser 
195 200 205 

Pro Leu Ala Leu Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr 
210 215 220 

Glu Glu Asp Asp Gly Phe Val Asp He Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp 
225 230 235 240 

Asp Asp Ala Val Pro Pro Gly Met Glu Ser Leu He Ser Ala Pro Leu 
245 250 255 

Val Lys Thr Leu Glu Lys Glu Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Sex 
260 265 270 

Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val He 
275 280 285 

Arg Pro He Leu Lys Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro 
290 295 300 



Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin 
305 310 315 320 
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Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys 
325 330 335 

His Asp Glu lie Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu lie 
340 345 350 

Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His 
355 360 365 

Gin Asp Leu Lys Tyr lie Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr 
370 375 380 

Gly Lys Phe Ser Asn lie Val Asp Lys Phe Val lie Val Asp Cys Arg 
385 390 395 400 

Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His lie Lys Thr Ala Val Asn Leu 
405 410 415 

Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro lie Ala 
420 425 430 

Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg Val lie Leu lie Phe His Cys Glu Phe 
435 440 445 

Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys Arg Phe lie Arg Glu Arg Asp 
450 455 460 

Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr lie 
465 470 475 480 

Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys 
485 490 495 

Glu Pro Gin Asp Tyr. Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu 
500 505 510 

Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser 
515 520 525 

Arg Arg Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
530 535 



<210> 5 

<211> 580 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (353) . . (353) 

<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 5 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 



Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 
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Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arg 
65 70 75 80 

Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 
85 90 95 

Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 110 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe 
115 120 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie lie Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala lie Arg Arg Phe. Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly Hi^ Ser 
145 150 155 160 

. Pro Val Leu Arg Asn lie Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly Arg Arg 
165 170 175 

Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu Asp Lys 
180 185 190 

Glu Asn Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro Thr His Pro 
195 200 205 

Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg Glu Ala Phe 
210 215 220 

Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu Ser Pro Asp 
225 230 235 240 

Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu Gly Arg. Phe 
245 250 255 

Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp Gly*' Phe Val 
260 265 270 

Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp Ala Val Pro Pro Gly 
275 280 285 

Met Glu Ser Leu lie Ser Ala Pro Leu Val Lys Thr Leu Glu Lys Glu 
290 295 300 

Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg 
305 310 315 320 

Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val lie Arg Pro lie Leu Lys. Arg Leu 
325 330 335 

Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg 
340 345 350 
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Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala 
355 360 365 

Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp Glu He Glu Asn Leu 
370 375 380 

Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu He Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe 
385 390 395 400 

Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp Leu Lys Tyr He Ser 
405 410 415 

Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys Phe Ser Asn He Val 
420 425 430 

Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly 
435 440 445 

Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu 
450 455 460 

Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He Ala Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg 
465 470 475 480 

Val He Leu He Phe His Cys Glu Phe Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg" 
485 490 495 

Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro 
500 505 510 

Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu 
515 520 525 

Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro Gin Asp Tyr Ara Pro 
530 535 540 



Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys 
545 550 555 560 

Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg Glu Leu Cys Ser. Arg 
565 570 575 

Leu Gin Asp Gin 
580 



<210> 6 

<211> 601 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (374) . • (374) 

<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 6 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 
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Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin 
20 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu 
35 40 



Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
25 30 

Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
45 



Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala 
65 70 75 80 



Ser Glu Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly 
85 90 95 

Leu Cys Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin 
100 105 • 110 

Thr Phe Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie He Arg Asn Glu 
115 120 125 

Gin Phe Ala He Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly 
130 135 140 



His Ser Pro Val Leu Arg Asn He Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly 
145 150 155 160 

Arg Arg Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu 
165 170 . 175 

Asp Lys Glu Asn Val Arg Phe Trp Lys Ala Gly Val Gly Ala Leu Arg 
180 185 190 

Glu Glu Glu Gly Ala Cys Trp Gly Gly Ser Leu Ala Cys Glu Asp Pro 
195 200 205 



Pro Leu Pro Ser Trp Leu Gin Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp 
210 215 220 

Lys Pro Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala. Ser 
225 230 235 240 

Arg. Arg Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Aspi Leu Met 
245 250 255 



Cys Leu Ser Pro Asp Arg Lys Met 
260 

Ala Leu Gly Arg Phe Ser Leu Thr 
275 280 

Asp Asp Gly Phe Val Asp He Leu 
290 295 

Ala Val Pro Pro Gly Met Glu Ser 
305 310 

Thr Leu Glu Lys Glu Glu Glu Lys 
325 



Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu 
265 270 

Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu 
285 

Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp 
300 

Leu He Ser Ala Pro Leu Val Lys 
315 320 

Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys 
330 335 
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Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val lie Arg Pro 
340 345 350 

lie Leu Lys Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin 
355 360 365 

Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala 
370 375 380 

Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp 
385 390 395 400 

Glu lie Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu lie Gly Asp 
405 410 415 

Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp 
420 425 430 

Leu Lys Tyr He Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys 
435 440 445 

Phe Ser Asn He Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg Tyr Pro 
450 455 460 

Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu 
•465 470 475 480 

Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He Ala Pro Cys 
485 490 495 

Ser Leu Asp Lys Arg Val He Leu He Phe His Cys Glu Phe Ser Ser 
500 505 510 

Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp Arg Ala 
515 520 525 

Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He Leu Lys 
530 535 540 

Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro 
545 550 555 ' 560 

Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu? Leu Lys 
565 570 575 

Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg 
580 585 590 



Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
595 600 



<210> 7 

<211> 588 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (361) . . (361) 

<223> PHOSPHORYLATION 
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<400> 7 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arg 
65 70 75 80 

Ser Arg Ser Arg Leii Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 
85 90 95 

Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 110 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe 
115 120 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie lie Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala lie Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly His Ser 
145 150 155 160 

Pro Val Leu Arg Asn lie Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly Arg Arg 
165 170 175 

Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu Asp Lys 
180 185 190 

Glu Asn Val Arg Phe Trp Lys Ala Gly Val Gly Ala Leu Arg Glu Glu 
195 200 205 

Glu Gly Ala Cys Trp Gly Gly Ser Leu Ala Cys Glu Asp Pro Pro Leu 
210 215 220 

Pro Ser Trp Leu Gin Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro 
225 230 235 240 

Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp AIb Ser Arg Arg 
245 250 255 

Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu 
260 265 270 

Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu 
275 280 285 

Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp 
290 295 300 



Gly Phe Val Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Leu Val Met Tyr 
305 310 315 320 
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Ser Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val 
325 330 335 

He Arg Pro He Leu Lys Arg Leu Gla Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr 
340 345 350 

Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin 
355 360 365 

Gin Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu 
370 375 380 

Cys His Asp Glu He Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu 
385 390 395 400 

He Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys 
405 410 415 

His Gin Asp Leu Lys Tyr He Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu 
420 425 430 

Thr Gly Lys Phe Ser Asn He Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys 
435 440 445 

Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn 
450 455 460 

Leu Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He 
465 ' 470 475 480 

Ala Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg Val He Leu He Phe His Cys Glu 
485 490 495 

Phe Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys. TVrg Phe He Arg Glu Arg 
500 505 510 

Asp Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr 
515 520 525 

tie Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe 
530 535 540 

Cys Glu Pro Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp 
545 550 555 560 

Glu Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg 
565 570 575 

Ser Arg Arg Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
580 585 
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